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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA KORISTENIH U RADU

NEC — nekrotiziraju¢i enterokolitis

VNPT - vrlo niska porodajna tezina

ENPT — ekstremno niska porodajna tezina
IL — interleukin

PVMK - protein koji veze masne kiseline
IGF 1 — inzulinu sliCan Cimbenik rasta
OLM - oligosaharidi ljudskog mlijeka

EGF — epidermalni faktor rasta

TGF-B — transformirajuci faktor rasta 3

AP — alkalna fosfataza

OTF — obitel; trefoil faktora

MKRL — masne kiseline razgranatih lanaca
EPO - eritropoetin

HK — hiperbari¢ni kisik
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Sazetak

Nove mogucnosti dijagnostike i lijeCenja nekrotiziraju¢eg enterokolitisa

Mislav Knezevic¢

Nekrotizirajuci enterokolitis (NEC) je devastiraju¢a bolest koju je ujedno tesko lijeciti u
ucinkovito predvidjeti njen razvoj. Ovaj rad daje kratki uvod u etiologiju NEC-a i
njegovu epidemiologiju. Na to se nastavlja karakterizacija patologije i patogeneze,
zajedno sa simptomatologijom, klini¢kim, radioloskim i biokemijskim metodama

otkrivanja.

Na uvod se nadovezuje pregled novih metoda otkrivanja. Vecina njih se fokusira na
pronalazenje specifi¢nih biljega u krvi, ali razvijaju se i novi, manje invazivni postupci.
Oni su navedeni sljedec¢im redoslijedom: interleukini, proteini koji veZzu masne
kiseline, Zu€ne kiseline, kalprotektin, klaudin i neinvazivne metode temeljene na

pracenju elektrofizioloSkih promjena u tijelu.

Jos znacaijniji broj istrazivanja usmjeren je na pronalazenje novih nacina lijeenja i
prevencije NEC-a. Nove moguc¢e metode i tehnike lije€enja koje su opisane uklju€uju:
inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta, oligosaharide ljudskog mlijeka, obitelj epidermalnog
faktora rasta, transformirajuéi faktor rasta 3, enzim alkalnu fosfatazu, vitamin A,
obitelj trefoil faktora, masne kiseline razgranatih lanaca, eritropoetin, kisik i ozon.
Poseban naglasak je stavljen na ulogu majcinog mlijeka kao izvora velikog broja
¢imbenika korisnih u prevenciji i lije€enju NEC-a. Cilj ovoga €lanka je dati sazeti opis
NEC-a i detaljnu analizu recentnih istrazivanja novih metoda detekcije i lijeCenja te

bolesti.

Klju€ne rijeCi: nekrotiziraju¢i enterokolitis, detekcija, lijeCenje



Summary
Novel advances in diagnosis and treatment of necrotizing enterocolitis

Mislav Knezevic¢

Necrotizing enterocolitis (NEC) is a devastating disease that is difficult to treat, and it
is especially difficult to effectively predict its development. This paper gives a brief
introduction to the etiology of NEC and its epidemiology, followed by a
characterization of the pathology and pathogenesis, as well as symptomatology,

clinical, radiological, and biochemical methods of detection.

The introduction is followed by the rewie of detection methods. Most of them are
focused on finding specific blood markers, but there are also a lot of novel and less
invasive procedure being developed. They are listed as follows: interleukins, fatty
acid binding proteins,bile acids, calprotectin, claudin, and noninvasive methods

based upon tracking electrophysiologycal changes in the body.

Many more studies were aimed at finding new ways of treatment and prevention.
New possible treatment methods and techniques are briefly described: insulin-like
growth factor, human milk oligosaccharides, epidermal growth factor family,
transforming growth factor 3, an enzyme — alkaline phosphatase, vitamin A, trefoil
factor family, branch chain fatty acids, erythropoietin, oxygen, and ozone. Particular
emphasis is given to the role of maternal milk as a source of many of biochemical
factors in prevention and even treatment of NEC. The goal of this article is to give a
brief review of what NEC is and to present a thorough analysis of recent

developments in screening for and treatment of the disease.

Key words: necrotizing enterocolitis, detection, treatment



Uvod

Nekrotizirajuci enterokolitis je akutna upalna bolest crijeva koja pogada
novorodencad i uzrokuje nekrozu crijevnog zida koja moze dovesti do perforacije,
sepse i sustavnog zatajenja organa. Jedan je od vodecih uzroka smrti i pobolijevanja

nedonosScadi.

Etiologija joS nije u potpunosti razjaSnjena i velik se broj ¢imbenika povezuje uz
razvoj NEC-a. Na prvom mjestu nalaze se nedonoSenost i niska porodajna tezina,
koja je Cesto vezana uz skracen period gestacije. Znac€ajni Cimbenici su i porodajne
komplikacije i nepravilna enteralna prehrana. Medu ostalim mogucim uzrocima
nalazimo respiratorne bolesti, sréane malformacije, promjene u crijevnom
mikrobiomu, porod carskim rezom, materalni dijabetes, prekomjerno koristenje
antibiotika, korioamnionitis, preeklampsiju, prenatalno izlaganje indometacinu i

uporaba istog za zatvaranje ductus arteriosusa (Botalli) i brojne druge.

NEC u 90% slu€ajeva pogada prerano rodenu djecu. Rizik raste sa kra¢im trajanjem
trudnoce i nizom porodajnom tezinom, tako da 12% novorodencadi vrlo niske
porodajne tezine (VNPT) oboli, a 30% zahvacenih podlegne bolesti. On je i jedan od
glavnih ¢imbenika rasta cijene zdravstvenih usluga tako da se do 19% novca

namijenjenog novorodencadi utroSi za lije€enje NEC-a.

Nekrotizirajuci enterokolitis primarno zahvaca debelo crijevo, iako moze zahvatiti i
tanko crijevo ili oba. Uglavhom uzrokuje mjestimi¢ne lezije i ne zahvaca crijevo u
kontinuitetu. MoZe rezultirati lezijama razliCite debljine, protezuci se od sloja epitela
do potpune perforacije crijeva. NEC je popracen intestinalnim edemom, krvarenjem

unutar crijevnog zida i crijevnom pneumatozom, tj. nakupljanjem mjehuri¢a plina u



stijenci crijeva. Brojni pacijenti sa lezijama cijele debljine crijeva razviju adhezije koje

mogu poremetiti normalnu funkciju crijeva i dovesti do daljnjin komplikacija.

Patogeneza je komplicirana brojnim Cimbenicima koji su istovremeno prisutni i
medusobno pogor$avaju jedni druge. Ishemija je Cimbenik za koju se vjeruje da je
rezultat nedovoljno razvijene intestinalne opskrbe krvlju ili disfunkcijom autonomnog
Ziv€anog sustava, popracena kolonizacijom patogenih bakterija. Povecana
osjetljivost na ostecenje izazvano bakterijama mogla bi biti posljedica nedovoljne
razvijenosti selektivne crijevne barijere. U kombinaciji, ovi ¢imbenici uzrokuju lezije
koje povecavaju propusnost crijeva i stvaraju okoli§ poticajan za razvoj bakterija $to u

konacnici dovodi do pogorSanja upale.

Bolest se prezentira raznolikim simptomima koji se protezu od netolerancije hrane,
stagnacije u dobivanju mase ili Cak gubitkom teZine, povra¢anjem, vrucicom,
distendiranim abdomenom i krvavim stolicama. Kasnije, kada nastupi dehidracija,
dijete postaje hipotoni¢no, hipotenzivno, tahikardno, acidoti¢no i kao rezultat toga

dispnoi¢no i u konacnici gubi svijest.

NEC se dijagnosticira kombinacijom klini¢kih metoda, tj. obracanjem posebne
pozornosti na prerano rodenu djecu i tragajuc¢i za mogu¢om pojavom simptoma, te
uporabom radioloskih metoda i krvnih pretraga. Znacajni radiolo$ki znaci NEC-a su
distendirana crijeva i znakovi ileusa. Uz to, vaZan znak je i intestinalna pneumatoza,
tji. nalaz mjehuri¢a plina u crijevnom zidu. Kasnija perforacija moze dovesti do
nakupljanja zraka ispod oSita koji se najbolje vidi u uspravnom stavu, odnosno u
najvisem podrucju trbusne Supljine. Jo$ jedan vazan korak u postavljanju dijagnoze
je analiza kompletne krvne slike te biokemijskih i mikrobioloskih pretraga. Smanjenje
broja eritrocita upuc€uje na moguée krvarenje. Povecanje broja neutrofila u svezi sa
povisenom vrijednosti C reaktivnog proteina (CRP)ukazuje na prisutnost upale i
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infekcije. Bitno je za napomenuti da i zna€ajno smanjenje broja neutrofila korelira sa
loSijim zdravstvenim ishodom. Broj trombocita zajedno sa koagulacijskim
parametrima pokazatelj je sklonosti krvarenju. Acido-bazni status i koncentracije
elektrolita ukazuju na stanje hidracije. MikrobioloSka analiza stolice i krvi su potrebne

zbog povezanosti NEC-a sa razvojem sepse.

Tezina nekrotizirajuceg enterokolitisa klasificira se po Bellovim kriterijima.

Modificirani Bellovi ~ Klini¢ki znakovi Radioloski Gastrointestinalni
Kriteriji znakovi znakovi
1 Apneja, Bez patoloskog Blago
bradikardija i nalaza ili blagi distendiran
promjene znaci ileusa abdomen,
temperature okultna krv u
stolici,
Zaostajanje
Zelu€anog
sadrzaja
2a Apneja, Distendirana Blaga distenzija,
bradikardija i crijeva i fokalna hematohezija,
promjene pneumatoza odsutna
temperature peristaltika
2b Metabolicka Rasprostranjena Abdominalna
acidoza i pneumatoza, zrak  bolnost | edem

trombocitopenija

u portalnoj veni,

ascites



3a Kombinirana Izrazita distenzija ~ Edem trbuSnog

acidoza, crijeva, ascites, zida, eritem i
koagulopatija, baz tvrdoca
hipotenzija i pneumoperitoneja
oligurija
3b Sok, pogor$anje Pneumoperitonej Perforacija
vitalnih znakova crijeva

i laboratorijskih

nalaza

Intenzitet lijeCenja proporcionalan je tezini bolesti i ukljuCuje nekirurSke metode i
kirurSke u najtezim slucajevima. Tradicionalno je konzervativni tretman ogranicen na
potporno lijeCenje koje uklju€uje prestanak enteralnog hranjenja i dekompresiju
crijeva koja se postize postavljenjem gastricnog katetera. Zadovoljavajuci unos
hranjivih tvari osigurava se parenteralnim hranjenjem koje se provodi putem
perifernog ili centralnog venskog katetera. Dehidracija i poremecaji acido-baznog i
elektrolitskog statusa korigiraju se primjenom odgovarajucih otopina. Razli€iti krvni
derivati mogu biti potrebni kako bi se korigirao gubitak krvi ili specifi¢nih faktora
koagulacije, ali oni isto tako mogu povecati rizik od nepovoljnih zdravstvenih ishoda.
Antibiotici se primjenjuju za prevenciju infekcija i lijecenje u slu€aju njihove pojave, ali
oni ujedno ostecuju i prirodnu, protektivnu crijevnu floru $to onda €ini crijeva

kako bi se odstranilo devitalizirano tkivo. Nepobitno je da dojencad tesko ponosi
operativne zahvate koji uz to nose i rizik dugorocnih probavnih komplikacija. Ovaj rad

prikazuje nove metode koje bi povecale otpornost intestinalnog zida i, uz to, osnazile



njegovu mogucénost oporavka kako bi izbjegli primjenu agresivnijih metoda lije€enja.

Te nove metode mogle bi imati pozitivan u€inak na opc¢e zdravlje novorodenceta.

Nove metode detekcije NEC-a

Interleukini (IL)

Interleukini su obitelj koja se sastoji od vise od trideset bjelan€evina koji igraju vaznu
ulogu u imunoregulaciji i drugim tjelesnim procesima. Uglavnom ih proizvode T
pomagacki limfociti, ali isto tako i monociti, makrofazi, dendriticke stanice, B limfociti i
endotelne stanice. Najvazniji medu njima su IL 1, IL 6, IL 8. IL 10. IL 1 ima dvije
podvarijante: alfa i beta. One obje potpomazu upalu putem stimulacije T i B limfocita i
NK stanica,? djelujuci preko dva receptora, CD121a/IL1R1 i CD121b/IL1R2 koiji
postoje i u solubilnom i u transmembranskom obliku.® IL 6, ujedno poznat pod
imenom stimulirajuci faktor B stanica 2 i interleukin beta 2, igra vaznu ulogu u
zavr$noj diferencijaciji B limfocita u plazma stanice i u proizvodnji imunoglobulina.*
On postize svoj u€inak kroz stimulaciju CD126+CD130 receptorskog komleksa.2 IL 8
primarno je uklju¢en u akutnu fazu upale i ima ulogu promotora upalnog stanja.
Funkcionira kao kemokin koji privla¢i neutrofile i zna€ajno sudjeluje u njihovoj
aktivaciji.® To postize preko CXCR1 i CXCR2 receptora.2 IL 10 ima klju¢nu
protuupalnu ulogu i inhibira proizvodnju brojnih drugih citokina. Reducira aktivaciju T

pomagackih stanica i postize svoj u€inak preko CD 210 receptora.2

Pokazano je da je IL 1 prisutan u prekomjernim koliC¢inama na mjestima crijevne
upale u novorodencadi sa NEC-om,°® ali istraZivanja su pokazala da on mozda nije
primjeren biljeg jer mu serumske razine nisu bile poviene. StoviSe, antagonist
receptora IL 1 mogao bi biti bolji izbor jer njegove koncentracije u serumu i slini

snazno koreliraju s razvojem NEC-a.’



Dokazano je da su IL 6 i IL 8 odli¢ni pokazatelji intestinalne ozljede® i da su razine IL
8 u serumu posebno korisne za otkrivanje nekrotizirajuéeg enterokolitisa.® Isto tako,
mozZze se Koristiti i kao rani pokazatelj nepovoljnog ishoda zato $to koncentracije u
serumu snazno koreliraju sa $ezdesetodnevnim mortalitetom.'° Nadalje, u
istraZivanjima dokazano je da bi se poviSene koncentracije IL 6 i IL 8 mogle koristiti
za razlikovanje izmedu NEC-a i netolerancije hrane i za procjenu tezine oStecenja
crijevnog zida.** To bi omogucilo znac¢ajno brzi i prikladniji terapijski odgovor zato $to

ta dva stanja u po€etku mogu imati vrlo sli¢nu simptomatologiju.

Proteini koji vezu masne kiseline (PVMK)

Proteini koji vezu masne Kiseline su obitelj od deset proteina koji su ukljuceni u
transmembranski i unutarstanicni prijenos masnih kiselina, eikozanoida, zucnih
kiselina i peroksisomalnih proliferatora. Eksprimirani su u cijelom tijelu, posebice u
tkivima koja su intenzivno uklju¢ena u metabolizam masti. PVMK 1-9 nazvani su
prema tkivima u kojima su primarno identificirani i u kojima su prisutni u najve¢im
koli¢inama, ali se ne nalaze iskljucivo u tim tkivima.'? |1z perspektive pedijatrijske skrbi
najinteresantniji su jetreni PVMK 112 j intestinalni PVMK 2. Utvrdeno je da su
povisene koncentracije jetrenog i intestinalnog PVMK u plazmi, a pogotovu u urinu,
dobri indikatori intestinalnog osteéenja i ishemije neovisno o podleze¢em uzroku.'>16
Pokazano je da bi se poviSene koncentracije intestinalnog PVMK u urinu i serumu,
ponekad u kombinaciji sa drugim faktorima, mogle koristiti za identifikaciju
novorodencadi s poviSenim rizikom od razvoja NEC-a.!’ Isto tako, mogle bi se
koristiti za rano otkrivanje'®1° i odredivanje teZine bolesti te razlu¢ivanje izmedu
kirurskih i nekirurskih oblika NEC-a.2%2122 S druge strane, povi§ene koncentracije

intestinalnog PVMK u serumu povezane su sa akutnom ozljedom bubrega,? a



povisene koncentracije u urinu mogu se naci kod kroni¢nog oste¢enja glomerula.?*
Buduci da nedonosc¢ad nerijetko ima odreden stupanj bubrezne disfunkcije to
sugerira da se PVMK zbog niske selektivhosti ne mogu sami Koristiti za

dijagnosticiranje NEC-a.

Zuéne soli

Zuéne soli su produkt metabolizma kolesterola u jetri. Konjugiraju se sa taurinom i
glicinom kako bi postale topljive u vodi i u kombinaciji sa ionima natrija i kalija daju
Zucne soli.?® One primarno funkcioniraju kao sredstvo smanjenja povrsinske
napetosti i omogucuju apsorpciju masti i vitamina topljivih u mastima, ali ujedno
mogu i igrati ulogu signalnih molekula i proupalnih tvari.?6 Nedavna istrazivanja
ukazuju na to da bi se povisene koncentracije Zu¢nih soli u uzorcima stolice mogle
koristiti kao prediktor razvoja NEC-a.?’ Ovo bi moglo biti objasnjeno ¢injenicom da

one povecéavaju intestinalnu propusnost utjecuéi na zonule occludens.?®

Kalprotektin

Kalprotektin je heterooligomer sastavljen od dva proteina: S100A8 i S100A9, koji
ulaze u medusobnu interakciju u prisutnosti kalcija.?® Predominantno je prisutan u
citosolu neutrofila, ali se mozZe naci i u monocitima i makrofazima.3° Zbog tog
svojstva on je izvrstan pokazatelj upale. Humane studije su pokazale da se bi se
koncentracija kalprotektina u urinu mogla koristiti kao indikator rizika za razvoj NEC-
a.1®?0 |sto tako, dokazano je da transfuzije eritrocita povisuju razinu kalprotektina u

stolici.3* To je znac¢ajno zbog ¢injenice da su transfuzije dokazan ¢imbenik rizika.



Klaudini

Klaudini su obitelj transmembranskih proteina koji igraju vitalnu ulogu u
funkcioniranju zonula occludens izmedu epitelnih i endotelnih stanica. Oni ujedno
sudjeluju u regulaciji permeabilnosti, medustanicnoj kontaktnoj signalizaciji i
proteinsko-proteinskim interakcijama.3? Istrazivanja na novorodenc¢adi pokazala su
da bi povisene koncentracije klaudina 2 u uzorcima urina mogle biti koriStene kao
sredstvo detekcije razvoja NEC-a.?>32 Razlog tomu je ¢injenica da je klaudin
pokazatelj integriteta crijevne barijere, tj. oStecenjem crijeva dolazi do otpustanja
klaudina u krvotok i on biva filtriran u mokraéu. Treba uzeti u obzir da su poviSene
koncentracije klaudina 2 nadene u histoloSkim uzorcima tkiva bubrega u animalnom
modelu nekrotizirajuéeg enterokolitisa.3* To dovodi u pitanje razinu specifi¢nosti koju
mozemo postici kroz uzorke urina jer bi klaudini mogli potjecati iz bubreznog, a ne

intestinalnog tkiva.

Nadziranje varijabilnosti sr€ane aktivnosti

S obzirom na visoku incidenciju NEC-a medu nedono$¢adi i visoku cijenu testova i
potrebne opreme za nadzor te rizik vezan uz invazivne postupke, nova, neinvazivna i
jednostavna metoda za predvidanje rizika od NEC-a znacajno bi unaprijedila
neonatalnu skrb. S obzirom na Cinjenicu da su i sr¢ani ritam i intestinalna funkcija
pod regulacijom vagusa, pretpostavljeno je da bi se nadziranje varijabilnosti sr€ane
aktivnosti moglo koristiti za rano otkrivanje NEC-a. Najnovije studije na animalnim
fetusima ukazuju na to da specifi€ne promjene sréanog ritma direktno koreliraju sa
intenzitetom intestinalne upale, razinom interleukina, aktivnoS¢u makrofaga i

propusnos$cu crijevnog zida.35:36



Nove metode lijeCenja NEC-a

Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta 1 (IGF 1)

Inzulinu sli¢an ¢imbenik rasta je peptidni hormon koji se sastoji od Cetiri domene: A,
B, C i D. Primarno mjesto proizvodnje mu je u jetri, ali IGF 1 se moze nadi u ¢itavom
tijelu ukljuCujuci osteoblaste, stanice skeletnih misica, renalne stanice, itd. Glavni
poticaj za njegovu proizvodnju dolazi od hormona rasta, iako inzulin, status
uhranjenosti i drugi ¢imbenici mogu utjecati na njegovu proizvodnju.3” On je jedan od
najpotentnijih anaboliCkih hormona u ljudskom tijelu te se moze naci i u ljudskom
mlijeku. Zamije¢ena je pozitivna korelacija izmedu viSih koncentracija u mlijeku i
povecane brzine rasta novorodencadi.®® S druge strane, niske razine IGF-a u serumu
nedono$&adi povezane su sa razvojem brojnih bolesti ukljuCujuc¢i NEC,
bronhopulmonalnu displaziju, intreventrikularno krvarenje, i usporenjem razvoja
mozga i mreznice.3® U animalnim studijama je dokazano da intraperitonealne
injekcije IGF-a mogu umanijiti intestinalnu apoptozu i nekrozu kao posljedice
hipoksije*® i da enteralni unos moze reducirati upalu, incidenciju NEC-a i njegov

intenzitet.4!

Oligosaharidi ljudskog mlijeka (OLM)

Oligosaharidi ljudskog mlijeka su skupina od otprilike dvjesto oligosaharida koji su
sastavljeni od oko dvadeset i pet razli€itih monosaharida. Njihov broj u mlijeku varira
od majke do majke u rasponu od dvadeset i tri do stotinu i trideset. Vecina njih koriste
se kao prebiotici za prehranu intestinalne flore buduci da nisu probavljivi.*> Dokazano
je da kombinacija kratkolan€anih galaktooligosaharida i dugolancanih

fruktooligosaharida moZe znacajno sniziti incidenciju NEC-a.*® U poku$aju da se



izdvoje specificni oligosaharidi odgovorni za taj u€inak poduzete su dodatna
istrazivanja. Ona ukazuju na to da odredeni oligosaharidi, tj. 3-sialillaktoza i 3-sialil-3-
fruktozillaktoza mogu reducirati adheziju leukocita na endotelne stanice $to bi moglo
uzrokovati protuupalne ucinke.** Nadalje, pokazano je da disialillakto-N-tetraoza
(DSNT) moze reducirati incidenciju NEC-a i kod $takora i kod ljudi.*> DSNT u mlijeku
mogao bi se koristiti i kao neinvazivni biljeg za rizik od razvoja NEC-a.*® Isto tako, na
animalnim modelima je dokazano da 2-fruktozillaktoza ima protektivan ucinak na
crijevno zdravlje, ali on nije toliko izraZzen kao kod DSNT-a. Sami galaktooligosaharidi

ne pruzaju nikakav pozitivan ucinak.4’

Odredena istrazivanja dovode prethodno navedene zaklju€ne u pitanje. Jedna studija
je pokazala da kombinacija galaktooligosaharida uz dugolan¢ane fruktooligosaharide
i kisele oligosaharide ne smanijuje intestinalnu permeabilnost.*® Nadalje, recentne
animalne studije ukazuju na to da iako OLM umanjuju intenzitet upale, oni ne
mijenjaju incidenciju NEC-a i njihova primjena mogla bi povecati vjerojatnost pojave

dehidracije i proljeva.*?

Obitelj epidermalnog faktora rasta (EGF obitel))

Obitelj epidermalnog faktora rasta je skupina peptida koja se sastoji od epidermalnog
faktora rasta (EGF), EGF-u sli€nog ¢imbenika rasta koji veze heparin (HB-EGF),
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta a (TGF- a), amfiregulina, betacelulina, epregulina,
i Cetiri neuregulina. Svi oni dijele sli€nu ulogu i strukturu i funkcioniraju kao ligandi za
obitelj receptora epidermalnih ¢imbenika rasta (EGFR). Obitelj EGFR sastoji se od
Cetiri ¢lana: ErbB1 (HER1), ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) i ErbB4 (HER4).%° Iz

perspektive pedijatrije najbolje prouceni ¢lanovi EGF obitelji su HB-EGF i EGF. Oba
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se mogu naci u humanom mlijeku, s time da je EGF prisutan u dva do tri puta vi$oj
koncentraciji.>* Ujedno je utvrdeno i da se koncentracija EGF-a ne mijenja s obzirom
na duljinu trudnoce.®? S druge strane, dokazano je da se razine u slini novorodenceta
mijenjaju ovisno o duljini gestacjie. Nize razine koreliraju sa prematuritetom i ujedno
su snazno povezane sa rizikom razvoja NEC-a.>® Nadalje, animalne studije ukazuju
da enteralna primjena EGF-a ujedno reducira i rizik od pojave NEC-a i njegov
intenzitet.>* Ti u¢inci mogli bi se djelomi¢no objasniti ¢injenicom da je na animalnim
modelima dokazano da EGF smanjuje razine proupalnih citokina, primarno IL 18 i
povisuje razine protuupalnih poput IL 10.5° Daljnje Zivotinjske studije su dokazale
njegov antiapoptotiCki u€inak koji se postiZze kroz smanjenje aktivnosti kaspaze 3 i
Bax proteina i pojacanje ekspresije antiapoptotickog Bcl-2.56 uz to, na Stakorskom
modelu je dokazano da EGF $titi nepropusnost intestinalne barijere kroz smanjenje
crijevne medustanicne propusnosti, normalizaciju ekspresije dva glavna proteina u
zonuli occludens, tj. okludina i klaudina 3 i pove¢anjem gustoce vrlastih stanica i

proizvodnje mucina u ileumu.®’

HB-EGF je nekolicinom istrazivanja dokazan kao bitan ¢imbenik u borbi protiv
nekrotiziraju¢eg enterokolitisa. Jedna od njih sa HB-EGF ((-/-)) ,knock-out“ miSevima
demonstrirala je visoku podloznost razvoju NEC-a koja se moze umanijiti naknadnom
enteralnom primjenom HB-EGF-a.%8 Jo$ jedno istrazivanje koristilo je suprotan
pristup u kojem su transgeni¢ni miSevi sa pretieranom ekspresijom gena za HB-EGF
izloZzeni uvjetima eksperimentalno izazvanog NEC-a. Kod njih je incidencija bolesti i
intestinalna propusnost bila drasti¢no snizena.>® HB-EGF ostvaruje svoj ucinak kroz
nekoliko mehanizama. Jedan od njih je zna€ajno poviSenje crijevnog
mikrovaskularnog protoka krvi.®° Drugi ukljucuje citoprotektivne ucinke na crijevne

stanice izloZzene hipoksiji i pojatanje mogucénosti oporavka i stani¢ne proliferacije.t*
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Isto tako, za HB-EGF je dokazano da smanjuje ekspresiju adhezijskinh molekula kao
Sto su endotelni i trombocitni selektini te medustani¢ne adhezijske molekule 1 (ICAM
1) i adhezijske molekule vaskularnih stanica 1 (VCAM 1). Nadalje, na animalnim
modelima smanjuje infiltraciju polimorfonuklearnim stanicama.®? HB-EGF smanjuje i
proizvodniju kisikovih radikala u intestinalnim stanicama izloZzenim stresu® i ujedno

smanjuje apoptozu kao posljedicu upale i in vitro modelima.%*

Transformirajuci faktor rasta 3 (TGF-B)

Transformirajuéi faktor rasta 3 podijeljen je u tri podskupine signalnih peptida: TGF-3
sensu stricto, koStane morfogene proteine i aktivine.®®> Sam TGF-B ima Cetiri
strukturno vrlo slicne podvarijante koje igraju ulogu u brojnim stani¢nim
interakcijama.®®57 Cini se da je TGF-B2 najvazniji €lan te skupine kada se radilo o
potencijalnim pozitivhim u€incima na crijevno zdravlje. U istrazivanjima na
zivotinjama je dokazano da snizena ekspresija TGF-B2 pozitivho korelira sa razvojem
NEC-a.%® Nadalje, dokazano je da on ima protuupalna svojstva i moguénost
reduciranja stresnog odgovora u intestinalnim stanicama sto je posljedica
moduliranja ekspresije oko dvadeset razli¢itih bjelanc¢evina.®® U in vitro uvjetima i na
misSjem modelu je pokazano da TGF-B2 reducira aktivnost intestinalnih makrofaga i
promovira njihovu neupalnu diferencijaciju tijekom razdoblja gestacije. Ovo je jedan
od brojnih razloga, povezanih sa skracenim trajanjem trudnoce, zbog kojih
nedono$éad ima povecan rizik od razvoja NEC-a.”® Isto tako, TGF-B je prisutan u
ljudskom mlijeku i dokazano je da mu je bioaktivnost snizena u majki koje su imale
kracu trudnodu. Bitno je za napomenuti da se latentni TGF- moZzZe enzimatski
aktivirati uporabom neuraminidaze.’* Dodatna istraZivanja su poduzeta sa svrhom

utvrdivanja u€inka dodavanja rekombiniranog TGF-32 ljudskom mlijeku nisu polucila
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Zeljeni uspjeh radi vezanja TGF-B2 na hondroitin sulfat. Enzimatski tretman mlijeka s

hondroitinazom povecéava aktivnost endogenog i egzogenog TGF-B2.72

Alkalna fosfataza (AP)

Alkalna fosfataza homodimerni je enzim prisutan u brojnim organizmima. Njegova
uloga je katalizacija reakcije defosforilacije u luznatim uvjetima. Ljudi imaju Cetiri
podvarijante tog enzima: intestinalna (IAP), placentalna, tkivho nespecifi¢na (tip jetra-
kost-bubreg) i AP zametnih stanica. Imenovane su prema tkivu u kojem se
najprisutnije, ali se mogu nadi i u drugim organima.”® Najbolje istrazena je
intestinalna varijanta. Enteralna suplementacija IAP-om se pokazala kao ucinkovit
nacin snizavanja ekspresije proupalnih citokina u crijevima i nitrozativnog stresa na
Zivotinjskim modelima.” Isto tako, na animalnim modelima, dokazano je da enteralna
suplementacija moze smanijiti sustavne razine IL-1B, IL-6 i TNF-a te da se u€inak
pojacava poviSenjem doze.” Dodatne studije na Zivotinjama su ukazale da je
aktivnost IAP snizena u probavnom sustavu koji je zahvaéen NEC-om i da se
dodatkom IAP prehrani moze smanijiti intenzitet intestinalne ozljede i popraviti

integritet crijevne barijere.”s77

Vitamin A

Vitamin A je generiCki naziv koji obuhvaca veliku skupinu spojeva. Retinol i esteri
retinila nazivaju se vitaminom A u uzem smislu, a B-karoten i ostali karotenoidi zovu
se previtaminom A. Oni mogu biti konvertirani u retinol u tijelu koji se moze
konvertirati u retinal i, u konacnici, u retinoi€nu kiselinu. Vitamin A je topljiv u mastima

i skladisti se u jetri. On igra ulogu u brojnim tjelesnim procesima te je uklju¢en u
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regulaciju genske ekspresije.’® Dokazano je da novoroden¢ad VNPT predominantno
ima snizene koncentracije vitamina A u plazmi.” Isto tako, na animalnim modelima
je dokazano da intraperitonealna primjena visokih doza vitamina A moZe pobolj3ati
intestinalno cijeljenje nakon ozljede, smanijiti viaZnu tezinu kolona (predstavlja
prisutnost edema crijevne stijenke) te ubrzati dobivanje na tezini.8° Odredene studija
ispitivale su specificne molekularne mehanizme kojima vitamin A postiZe svoje
ucinke. In vitro je dokazano da trans-retinoi€¢na kiselina moze povecati ekspresiju
TGF-B2, ¢ija je uloga ve¢ objasnjena ranije u tekstu.®! Uz to, na Stakorima je
dokazano da bi jo$ jedan od mehanizama mogao ukljuCivati smanjenje ekspresije
TNF-a i povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima kao $to su superoksid

dizmutaza i glutation peroksidaza.®?

Obitelj trefoil faktora (OTF)

Obitelj trefoil faktora sastoji se od tri mala peptida koji se stvaraju u stanicama koje
proizvode sluz u brojnim tkivima.®3 Najveca koli¢ina njih moZe se naci u probavnom
traktu. OTF 1 (poznat i pod imenom SP2), OTF 2 (SP) i OTF 3 (TFI) su u obilju
prisutni u Zelucu, kolonu i ductusu pancreaticusu, a OTF 1 i 3 mogu naci i u drugim
dijelovima probavnog trakta.®* Sva tri spoja prisutna su i u ljudskom mlijeku, s tim da
su koncentracije OTF 3 najviSe. Razine OTF-a u mlijeku zna¢ajno padaju u prvih
nekoliko tjedana nakon poroda.®> Dokazano je da enteralna primjena tih spojeva
znacajno ublazava intenzitet kolitisa i da OTF 3 ima najpotentniji u¢inak. S druge
strane, na Stakorskim modelima je dokazano da supkutana primjena pojacava upalu
u crijevima.®® Za OTF 3 dokazano je da bi mogao biti u¢inkovit u prevenciji NEC-a.8’
Za njega je dokazano da ima snazna protuupalna svojstva s moguéno$céu redukcije

ekspresije IL 8, TNF-a, prostaglandina E2, thromboksana B2, duSikovog oksida i
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malondialdehida u intestinalnom tkivu. Jo$ jedan od razloga koji objasnjava
protektivna svojstva OTF-a je njihova mogucnost interakcije s mucinima kako bi
stvorili guséu i viskoznu sluz. OTF 2 se dokazao kao najucinkovitiji u postizanju tog

zadatka.88

Masne kiseline razgranatih lanaca (MKRL)

Masne kiseline razgranatih lanaca su uglavnom zasi¢ene, metilirane masne kiseline.
Kategorizirane su kao mono-, di- ili multimetilirane MKRL s obzirom na broj metilnih
skupina. U unutarnjim organima prisutne su u vrlo malim koli¢inama, ali ih se moze
naci u kozi i ¢ine klju¢ni udio od 10-29% vernix caseose, tj. kremaste bijele tvari koja
prekriva novorodencéad. Nadalje, moze ih se naci i u ljudskom mlijeku.8® Dokazano je
in vitro da MKRL smanjuju intenzitet upale u intestinalnim stanicama,®® a novije
studije ukazuju na Cinjenicu da oralna suplementacija MKRL moZzZe povecati
proizvodnju IL 10 u crijevnom tkivu. On ima pleotropne ucinke koji ukljuuju
smanjenje razina proupalnih citokina i kostimulacijskih molekula te ekspresije HLA 2
molekula. Isto tako, na animalnim modelima je dokazano da MKRL poti€u razvoj

fizioloSke crijevne flore i mogu smanijiti incidenciju NEC-a za 50%.°!

Eritropoetin (EPO)

Eritropoetin, poznat i pod nazivom hematopoetin, je glikopeptidni hormon kojeg
primarno proizvode peritubularni fibroblasti u renalnom korteksu. On se moze nacii u
mozgu, slezeni, jetri, plu¢ima i testisima, ali u minimalnim koli¢inama. Prenatalno se
uglavnom proizvodi u hepatocitima. Glavni poticaj za njegovu proizvodnju daju uvjeti

hipoksije. Njegova glavna zadaca je antiapoptoticki u€inak na eritrocitnu lozu stanica,
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tj. na eritroidne kolonijsko formirajuce stanice (CFU-ES) u kostanoj srzi i drugim
hematopoetskim organima.®? lako je dokazano do povi$ene prenatalne razine EPO-a
u krvi novorodencadi koreliraju sa razvojem NEC-a,® najvjerojatnije zato $to
signaliziraju stanje teSke anemije, recentne studije ukazuju na povoljne ucinke
eritropoetina na enterocite. EPO je sastavni dio ljudskog mlijeka i u in vitro uvjetima
dokazano smanjuje nekrozu. Kao moguéi mehanizam tog djelovanja navodi se
poviSenje razina glutationa.®* Isto tako, on smanjuje autofagiju i apoptozu
intestinalnih stanica u in vitro i u in vivo uvjetima, tj. na modelu Stakora, a to postize

kroz nekoliko razli¢itin signalnih puteva.%

Kisik i ozon

Hiperbaricni kisik (HK) koristi se u terapiji raznih stanja koja se protezu od
nekrotiziraju¢eg fasciitisa do dekompresijske bolesti. Dokazano je da promice
ekspresiju antioksidativnih enzima i poboljSava angiogenezu. Jedna studija je
demonstrirala da se primjenom HK moze smanijiti razina upalnih markera i ublaziti
stupanj teZine nekrotizirajuéeg enterokolitisa.’® Nadalje, ljudska pilot studija je
dokazala da kratkotrajna primjena HK nema negativnih ucinaka i da bi se mogla
koristiti u terapiji NEC-a.%” Ozon je triatomski alotrop kisika i nerijetko je povezan sa
vrlo negativnim ucincima na ljudsko zdravlje. Dokazano je da pri inhalaciji moze
iritirati sluznicu respiratornog trakta, pogorsati intenzitet astme i bronhitisa, povecati
incidenciju akutnih koronarnih incidenata i ¢ak dovesti do skracenja Zivotnog vijeka.
Zbog svih navedenih razloga prirodno je da postoji sumnji¢avost prema ozonu i
nevoljkost za njegovu primjenu u medicini. Usprkos tome, nova istrazivanja su
pokazala da se rektalnom i intraperitonealnom primjenom ozona moze smanijiti razine

upalnih parametara u crijevima.®® Isto tako, na $takorima je dokazano da
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intraperitonealna primjena moze smanijiti oksidativni stres i mortalitet te ublaziti
gubitak na tezini.?® Uz to, na animalnim modelima je demonstrirano da ozon ima boliji

ukupni u¢inak na NEC u usporedbi sa HK.1%

Pravilna enteralna prehrana

S obzirom na €injenicu da je znacajan broj spojeva koji se spominju u ovome ¢lanku
prisutan u maj¢inom mlijeku i s obzirom da ¢e mlijeko ostati primarni izvor tih spojeva
u doglednoj buduénosti, barem dok njihova ucinkovitost nije potvrdena i dok ih ne
budemo u stanju sintetizirati u znacajnijim koli€inama, primjereno je razmotriti
razliite kombinacije metoda koje se koriste u enteralnom hranjenju novorodencadi.
One uklju€uju ljudsko mlijeko, pojacano ljudsko mlijeko, formulu i kombinacije
prethodno navedenih. Isto tako, bitno je napomenuti da kada se radi o nedonosc¢adi,
postoje velike varijacije u gestacijskoj dobi i porodajnoj tezini te kao posljedica toga
velika raznolikost u razvijenosti gastrointestinalnog trakta. To naravno dovodi do
razlike u kapacitetima enteralnog unosa hranjivih tvari i rizika od nepodnosenja hrane
i drugih komplikacija poput NEC-a. Vrlo je teSko povuci granice izmedu pojedinih
teZinskih i dobnih kategorija nedonos¢adi i onda im dodijeliti specifiCan nacin
hranjenja. To je razlog zasto se standardna praksa hranjenja novorodencadi VNPT i
ekstremno niske porodajne teZine (ENPT) mijenja kroz godine i esto je predmet
intenzivnih rasprava. Postoji opce suglasje znanstvenih dokaza koje pokazuje da je
prehrana majcinim mlijekom puno poZeljnija u odnosu na hranjenje formulom. Osim
toga, pokazano je da prehrana isklju€ivo ljudskim mlijekom ostvaruje bolje u€inke od
ljudskog mlijeka pojatanog govedim pojacivatem i od kombinacije pojaCanog mlijeka
uz formulu. Smanjenje incidencije NEC-a je znacajno i dolazi s drugim pogodnostima

kao Sto su: smanjenje netolerancije na enteralno hranjenje, kraci period do potpunog
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enteralnog unosa hrane i kraci boravak u bolnici.'%! U situacijama u kojima maijcino
mlijeko nije dostupno ostaje nam izbor izmedu doniranog mlijeka ili formule.
Istrazivanja su pokazala da prehrana bazirana na formuli kratkoroéno dovodi do
ubrzanog dobivanja na masi te povecanja duljine tijela i opsega glave. Dugoro¢no ta
novorodenc¢ad nije zadrzala svoju prednost u rastu niti su imali bolje ishode
neuroloskog razvoja. S druge strane, djeca hranjena doniranim mlijekom imala su
sniZzenu incidenciju NEC-a.1%2 S obzirom na ¢injenicu da veéina djece, ako nemaju
pristup majc¢inom mlijeku, isto ne ¢e imati pristup ni doniranom mlijeku, lije€nici
moraju optimalno primjenjivati formulu. Studije su pokazale da, iako je bitno odrZavati
unos kalorija od 110-130 kcal/kg/dan i proteina od 3-4 g/kg/dan za novorodenc¢ad
VNPT i 4-4.5 g/kg/dan za one ENPT,% trebalo bi razmotriti moguénost smanjenja
koncentracije formule kako bi se reducirao rizik od razvoja netolerancije enteralnog

hranjenja.1%4

Dva dodatna vazna Cimbenika enteralne prehrane koja treba razmotriti su: pravilan
period nakon poroda u kojem treba poceti uvoditi hranjenje per os i pravilan volumen
hrane koji se moze sigurno primijeniti. Opci je stav da parenteralna prehrana ne
predstavlja optimalan nacin unosa kalorija zbog rizika od razvoja ozbiljnih
metaboli¢kih poremecaja poput hiper i hipoglikemije, kolestaze te ostecenja jetre.
Vecina studija ukazuje na to da bi sa minimalnom enteralnom prehranom trebalo
pocCeti unutar prva Cetiri dana Zivota za novoroden¢ad VNPT s namjerom da
potaknemo funkciju sluznice, crijevni motilitet i kako bi prevenirali atrofiju crijevnih
resica. Dalje od te toCke postoji razilaZzenje u dokazima i stavovima prema povecanju
volumena unosa hrane. Odredena istrazivanja ukazuju na to da u prvih deset dana
volumen ne bi trebao biti veéi od 24 mL/kg/ dan i da takav rezim prehrane ima

pozitivan uCinak na smanjenje netolerancije na enteralno hranjenje i da smanjuje rizik
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od razvoja NEC-a i njegovu tezinu.1% S druge strane, postojeistrazivanja koja
zagovaraju agresivniji pristup koji uklju€uje povecanje volumena hrane za 20-30
mL/kg/dan za novorodencad VNPT i 15-25 mL/kg/dan za one ENPT. Takav postupak
argumentiran je time da ¢e smanijiti rizik od pothranjivanja, povecati rast, skratiti
vrijeme prolaska do poCetka potpunog enteralnog hranjenja i da ne ¢e povecati rizik
od NEC-a.**® U konacnici, postoje dokazi da bi za podskupinu djece ENPT ispod 750
g moglo biti korisno, sa stajaliSta prevencije NEC-a, da se primjenjuje strategija
potpunog isklju€enja enteralnog hranjenja tijekom prva dva tjedna nakon ¢ega bi

slijedilo postupno uvodenje kroz nekoliko tjedana.%®

ZakljuCak

NEC je i dalje jedan od glavnih problema novorodenacke zdravstvene skrbi pri Cemu
u zadnjih desetak godina nije bilo bitnih promjena u zdravstvenim ishodima
pacijenata. On ima relativno visok mortalitet i izaziva dugoro¢ne zdravstvene
komplikacije, a taj problem ne ¢e nestati u doglednom vremenu zbog €injenice da se
kapacitet moderne medicine da poveca prezivljavanje i one najmanje nedonosc¢adi
sve viSe povecava. Zato se ovaj rad usmjerava na nove metode otkrivanja i lije€enja
NEC-a koje bi mogle pruziti potrebiti skok naprijed. Postoji moguc¢nost da c¢emo moci
procijeniti opasnost puno ranije i sa znatno ve¢om preciznoSc¢u. Postoje brojna
istrazivanja koja upucuju na to da bi se razliCite molekule mogle koristiti kao biljezi
NEC-a, za razlikovanje njega od drugih bolesti te za procjenu tezine upale. Ti spojevi
su na spektru od poznatih posrednika upale poput interleukina i kalprotektina, do
molekula koje bi mogle biti dobar indikator oste¢enja stanica i organa poput proteina

koji vezu masne kiseline, zucnih kiselina i klaudina. Nedavno otkrivene opcije koje se
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temelje na uporabi neinvazivnih metoda za otkrivanje intestinalnog ostecenja i upale,
poput analize urina, uzoraka stolice i sline, otvaraju cijeli novi svijet moguc¢nosti. Isto
tako, postoji opcija primjene analize varijabilnosti sréanog ritma za predvidanje

pojave NEC-a, ali u trenuthom stadiju razvoja to je viSe teorija nego realnost.

S obzirom na tretman, isto tako postoje brojni razlozi za optimizam. Trenutno se
istraZuju brojni spojevi za koje postoji moguénost da ¢e se jednoga dana izolirano ili u
kombinaciji s drugim molekulama, rabiti za prevenciju, lijec¢enje i smanjenje tezine
NEC-a te za ublazavanje njegovih u€inaka na cijelo tijelo. To mogu biti spojevi koji se
nalaze u maj¢inom mlijeku poput oligosaharida ljudskog mlijeka. Drugi su dio
majcinog mlijeka, ali se isto tako proizvode u tijelu novorodenceta, poput inzulinu
slicnog ¢imbenika rasta 1, obitelji epidermalnog ¢imbenika rasta, transformirajuceg
Cimbenika rasta B, eritropoetina, masnih kiselina razgranatih lanaca i obitelji trefoll
faktora. Nadalje, tu su i alkalna fosfataza, vitamin A te kisik koji se koristi u lije€enju

respiracijskih bolesti novorodencadi.

U konacnici, najpotentnije orude za prevenciju NEC-a je maj€ino mlijeko. Najteza je
zagonetka njegove primjene u odredivanju to¢nog volumena te vremenskog
razdoblja u kojem se treba poceti primjenjivati. Odredena razina slaganja postoji, ali

daljnje studije su potrebne za optimizaciju njegove klinicke primjene.

Ovaj rad se usredotocCio na visoko relevantna istrazivanja kako bi na njih skrenuo
pozornost medicinske zajednice. Mora biti naglaseno da su sva ta klinicka oruda jo$
u eksperimentalnom i razvojnom stadiju i da zahtijevaju puno dodatnog ispitivanja, ali

i da nude veliki raspon mogucénosti koji bi trebalo istraZiti.

Na kraju, treba istaknuti da su prevencija i rano otkrivanje najbolji nacini lijeCenja.

Dodatna istrazivanja mogu se usmjeriti na Siroki spektar molekula, za koje postoji
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mogucnost da bi nam jednoga dana mogle omoguciti bolji uvid u rane stadije NEC-a

kako bi mogli brzo i primjereno reagirati.
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Zahvale

Zahvaljujem roditeljima i ostatku obitelji koji su me podrzali tijekom studija te
prijateljima i kolegama koji su sve ucinili zabavnim. U konacnici, zahvaljujem

nastavnom osoblju na prenesenom znaniju i iskustvu.

U Zagrebu, lipanj 2018.

Mislav Knezevi¢
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